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(54) Title: CARRIER-DRUG CONJUGATE 



(54) Bezeichnung: TRAGER-PHARMAKA-KONJUGATE 



^ (57) Abstract: The invention relates to a carrier-drug conjugate comprising a carrier containing a polypeptide sequence having one 
^ or several cysteine radicals and a pharmacon containing a pharmaceutical and/or diagnostic active substance, a spacer molecule and 
If) a thiol binding group, whereby over 0.7 mol pharmacon per mol of cysteine radical is bound to the carrier by the thiol binding group. 
ID The invention also relates to a method for the production of said conjugate and to medicaments and diagnostic kits containing said 
conjugate. 

^ (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft Trager-Phannaka-Konjugate, umfassend einen Trager, enthaltend eine 
Polypeptidsequenz mit einem oder rnehreren Cystein-Resten, und eiri Fharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder diagnos- 

O tisch aktive Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, wobei pro Mol Cysteio-Rest mehr als 0,7 Mol Fharmakon 
uber die thiolbindende Gruppe an den Trager gebunden sind, sowie Verfahren zu deren Herstellung und Arzneimittel und diagnosti- 

^ sche Kits, welche die Konjugate enthalten. 
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"Trager-Pharmaka-Konjugate" 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft Trager-Pharmaka-Konjugate, sowie Verf ahren 
zu deren Herstellung und Arzneimittel, welche die Konjugate enthalten. 

Der GroBteil der zur Zeit eingesetzten Pharmaka sind niedermolekulare Verbin- 
dungen und weisen nach systemischer Applikation eine hohe Plasma- sowie 
Gesamtclearance auf . Desweiteren dringen sie aufgrund von Diffusionsvorgan- 
gen in die Gewebestrukturen des Korpers ein und weisen in der Regel eine 
gleichmaBige Bioverteilung auf. Beide Eigenschaften fuhren dazu F daB nur 
geringe Mengen des Pharmakons den Wirkort erreichen und das Pharmakon 
aufgrund seiner Verteilung auf das gesunde Gewebe des Korpers Nebenwirkun- 
gen hervorruft. Diese Nachteile sind besonders bei solchen Pharmaka ausge- 
pragt, die ein hohes zytotoxisches Potential besitzen, wie etwa Zytostatika oder 
Immunsuppressiva. 

Aus diesem Grund wird nach neuen Derivaten bzw. Formulierungen gesucht, die 
eine selektivere Therapie ermdglichen. Zu diesem Zwecke werden Chemoimmu- 
nokonjugate bzw. Protein- oder Polymerkonjugate, bestehend aus einer ge- 
eigneten Tragersubstanz und einem Pharmakon, entwickelt. 

Zum Stand der Technik auf diesem Gebiet sind Polymerkonjugate zu nennen, bei 
denen Zytostatika an Serumproteine, Antikorper, Wachstumsfaktoren, hormon- 
bzw. peptidahnliche Strukturen oder an synthetische Polymere gekoppelt sind 
(Magerstadt, M.: Antibody Conjugates and Malignant Disease, Library of Con- 
gress 1990; Seymour, LW. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1992), S, 135- 
187; Maeda, H.; Matsumura, Y. Crit Rev. Then Drug Carrier Sys. (1989), 6, 
193-210). 
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Aus DE-A-41 22 210 sind Konjugate tumoraktiver Verbindungen mit Albumin 
bekannt, wobei die tumoraktive Verbindung mit N-Hydroxysuccinimid und 
Carbodiimid aktiviert und das so erhaltene Gemisch direkt an das Tragerprotein 
gekoppelt wird. Nachteile dieser Konjugate liegen u.a. darin, daB sie nicht in der 
erforderlichen hohen Reinheit gewonnen werden konnen, die native Struktur des 
Albumins aufgrund der Herstellungsverfahren oft nicht erhalten bleibt und das 
stochiometrische Verhaltnis von Pharmakon zu Albumin nicht konstant und 
schlecht reproduzierbar ist. Desweiteren ermogltchen es diese Konjugate nicht, 
daB sie in geeigneter Weise im Zielgewebe bzw. in den Zielzellen freigesetzt 
werden konnen. 

Daher liegt der vorliegenden Erfindung die Aufgabe zugrunde, neue Trager- 
Pharmaka-Konjugate bereitzustellen, welche die Nachteile der im Stand der 
Technik bekannten Konjugate uberwinden. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen gekennzeichneten Ausfuh- 
rungsformen der vorliegenden Erfindung geldst. 

Insbesondere wird ein Trager-Pharmakon-Konjugat bereitgestellt, umfassend 
einen Trager, enthaltend eine Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren 
Cystein-Resten, und ein Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder 
diagnostisch aktive Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, 
wobei pro Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol, vorzugsweise mindestens 0,9 
Mol, Pharmakon uber die thiolbindende Gruppe an den Trager gebunden sind. 
Der Ausdruck "pharmazeutisch aktive Substanz" bedeutet, daB die betreffende 
Substanz entweder selbst oder nach ihrer Umsetzung durch den Stoffwechel im 
jeweiligen Organismus eine pharmakologische Wirkung hervorruft und umfaBt 
somit auch die sich durch diese Umsetzungen ergebenden Derivate. Selbstver- 
standlich kann die pharmazeutisch aktive Substanz ein einzelnes {beispielsweise 
nur als Zytostatikum) oder ein breites (beispielsweise als Zytostatikum und als 
Antiphlogistikum usw.) pharmakologisches Wirkspektrum aufweisen. Der Aus- 
druck "diagnostisch wirksame Substanz" bedeutet, daB die betreffende Substanz 
mittels geeigneter chemischer und/oder physikalischer MeBmethoden im Organis- 
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mus oder Teilen davon wie beispielsweise Zellen und/oder Fliissigkeiten wie 
beispielsweise dem Serum nachweisbar, vorzugsweise auch quantifizierbar ist. 

Die Freisetzung der pharmazeutisch wirksamen Substanz ist bevorzugt, da in der 
Regel der niedermoiekulare Wirkstoff mit dem Zielmolekul wechselwirken muB, 
um seine pharmakologische Wirksamkeit zu entfalten. Bei diagnostisch wirk- 
samen Substanzen ist in der Regel eine Freisetzung des an das Tradgermolekul 
gebundenen Diagnostikums nicht erforderlich, kann jedoch vorhanden sein. 
ErfindungsgemaB kann deshalb insbesondere eine diagnostisch wirksame Sug- 
stanz zusatz-lich fiber eine im Korper nicht spaltbare Bindung an das Spacermole- 
kul oder direkt an die Tragermolekul-bindende Gruppe gebunden sein. 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaSen Konjugats 
ist der Trager natives oder rekombinantes Albumin- 
Das Pharmakon bzw. das Pharmakonderivat im erfindungsgemaBen Konjugat laSt 
sich beispielsweise durch das folgende Schema darstellen (AS, pharmazeutisch 
und/oder diagnostisch aktive Substanz; SM, Spacermolekul; TG, thiolbindende 
Gruppe): 



AS 



SM 



TG 



Das erfindungsgemafce Konjugat stellt eine Transport- und/oder Depotform der 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz dar, die so gezielt bzw. 
in dosierter Form die Zielzellen bzw. das Zielgewebe des Pharmakons erreicht. 
Gegenuber den bisher bekannten Konjugaten konnen die Konjugate der vorlie- 
genden Erfindung in einer hoheren Reinheit gewonnen werden, die native Struk- 
tur des Tragers bleibt erhalten und das stochiometrische Verhaltnis von Pharma- 
kon zu Trager ist konstant und reproduzierbar. 

Gegenuber den in DE-A-41 22 21 0 beschriebenen Albumin-Zytostatika-Konjuga- 
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ten besitzt das erfindungsgemaBe Konjugat weiterhin den Vorteil, daB zwtschen 
der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und der thiolbinden- 
den Gruppe ein Spacermolekul vorhanden ist, das so maBgeschneidert ist, daB 
die pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive Substanz oder ein entsprechen- 
5 des aktives Derivat hiervon im Zielgewebe bzw. in den Zielzellen hydrolytisch 
und/oder pH-abhangig und/oder enzymatisch freigesetzt werden kann. 

Trager wie beispielsweise Albumin bzw. deren Pharmaka-Konjugate weisen eine 
ausgesprochen lange Halbwertszeit im systemischen Kreislauf auf {bis zu 19 

1 0 Tage - Peters, T. Jr. (1 985): Serum albumin. Adv. Protein, Chem. 37, 1 61-245). 
Aufgrund einer erhohten Permeabilitat von GefaBwanden des malignen, infizier- 
ten bzw. entziindeten Gewebes fur Makromolekule gelangt der Trager wie 
beispielsweise Serumalbumin bevorzugt in das Zielgewebe (Maeda, H.; Matsu- 
mura, Y. Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. (1989), 6, 193-210). Dadurch kann 

15 ein an einen Trager, z.B. Albumin, gekoppelter Wirkstoff gezielter den Wirkort 
erreichen. Desweiteren verhindert das erfindungsgemaBe Trager-Pharmakon- 
Konjugat, das die pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive Substanz in 
gesunde Gewebestrukturen des Korpers diffundiert oder uber die Niere eliminiert 
wird bzw. diese in dem MaBe schadigt wie die nicht gebundene pharmazeutisch 

20 und/oder diagnostisch aktive Substanz. Dadurch wird das pharmakokinetische 
Profit der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz verandert und 
verbessert, da die Wirkung der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven 
Substanz durch eine Anreicherung am Wirkort erhoht wird und gleichzeitig die 
toxischen Wirkungen auf gesunde Systeme des Korpers verringert werden. 

25 

Das Konjugat der vorliegenden Erf indung besitzt eine ausgezeichnete Wasserlos- 
lichkeit. Desweiteren zeigt das erfindungsgemaBe Konjugat in vivo beispiels- 
weise eine verbesserte antitumorale Wirksamkeit gegenuber der ungebundenen 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz. 

30 

GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Konjugats 
ist das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der pharmazeutisch 
und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul und/oder die 
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Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul 
hydrolytisch und/oder pH-abhangig und/oder enzymatisch spaltbar. Vorzugs- 
weise enthalt das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der phar- 
mazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul 
und/oder die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacer- 
molekul mindestens eine saurelabile Bindung. Beispiele saurelabiler Bindungen 
sind Ester-, Acetal-, Ketal-, Imin-, Hydrazon, Carboxylhydrazon-, Sulfonylhydra- 
zon und eine Tritylgruppe enthaltende Bindungen. Bindungen, die durch Hydroly- 
se unter Freisetzung der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz 
gespalten werden, sind beispielsweise Esterbindungen Oder Metalikomplex- 
verbindungen, wie sie bei Platin-Dicarboxylat-Komplexen vorliegen, wobei ein 
Diamindiaquo-Platin(ll)-Komplex freigesetzt wird. Beispiele fur im Korper nicht 
spaltbare Bindungen, die beispielsweise bei der Verknupfung zu einer diagno- 
stisch wirksamen Substanz vorliegen konnen, sind Amidbindungen, gesattigte 
und ungesattigte Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen oder Bindungen zwischen 
Kohlenstoff und einem Heteroatom, -C-X-, wobei X vorzugsweise O, N, S oder 
Pist. 

GemaB einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Konjugats 
enthalt das Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der pharmazeu- 
tisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul und/oder 
die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul 
mindestens eine Peptidbindung. Vorzugsweise liegt die Peptidbindung innerhalb 
einer Peptidsequenz vor, welche mindestens eine Spaltsequenz einer Protease 
enthalt. Daher kann die mindestens eine Peptidbindung durch Einfugen einer 
Peptidsequenz in das Spacermolekul und/oder in die Verknupfung zwischen der 
pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekul 
und/oder in die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem 
Spacermolekul realisiert werden, d.h. die jeweilige Verknupfung tst eine Peptid- 
bindung, und besteht vorzugsweise aus etwa 1 bis 30 Aminosauren. Die Peptid- 
sequenz ist dabei vorzugsweise auf die Substratspezifitat bestimmter korper- 
eigener Enzyme oder von Enzymen zugeschnitten, die in Mikroorganismen 
vorkommen bzw. von diesen gebildet werden. Dadurch wird die Peptidsequenz 
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oder ein Teil dieser Sequenz im Korper von den Enzymen erkannt und das Peptid 
gespatten. 

Die Enzyme sind beispielsweise Proteasen und Peptidases z.B. Matrix-Metallo- 
5 proteasen (MMP(, Cysteinproteasen, Serinproteasen und Plasminaktivatoren, die 
bei Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis oder Krebs verstarkt gebildet oder 
aktiviert sind, was zum exzessiven Gewebeabbau, zu Entzundungen und zur 
Metastasierung fuhrt. Targetenzyme sind insbesondere MMP 2, MMP 3 und 
MMP 9, die als Proteasen bei den genannten pathologischen Prozessen beteiligt 
10 sind (Vassalli, J., Pepper, M.S. (1994), Nature 370, 14-15, Brown, P.D. (1995), 
Advan. Enzyme ReguL 35, 291-301). 



Weitere Proteasen, die Targetenzyme fur Konjugate der vorliegenden Erfindung 
darstellen, sind Cathepsine, insbesondere Cathepsin B und H, die als Schlussel- 
1 5 enzyme bei entzundlichen und malignen Erkrankungen identifiziert worden sind 
(T. T. Lah et ah (1998), Biol Chem. 379, 125-301). 



GemalS einer weiteren Ausfuhrungsform des erfindungsgemalien Konjugats 
enthalt das Spacermolekiil und/oder die Verknupf ung zwischen der pharmazeu- 

20 tisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz und dem Spacermolekiil und/oder 
die Verknupfung zwischen der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekiil 
mindestens eine Bindung, die enzymatisch spaltbar ist, aber nicht aus einer 
Peptidbindung besteht. Beispiele sind Carbamatbindungen, bei denen durch 
Spaltung mit krankheitsspezifischen Enzymen, z.B. Glutathion»S-Transferasen, 

25 Glucuronidases Galactosidasen, der Wirkstoff oder ein Wirkstoffderivat freige- 
setzt wird. Es ist auch ohne weiteres moglich, dass eine enzymatisch spaltbare 
Bindung aus einer Peptidsequenz und einer der vorstehend genannten Bindun- 
gen, die keine Peptidbindung ist, aufgebaut ist. 



30 Alle genannten Bindungstypen - hydrolytisch spaltbare Bindung, saurelabile 
Bindung, Peptidbindung, enzymatisch spaltbare Bindung, die keine Peptidbindung 
enthalt, und eine Bindung, die aus einer Peptidsequenz und einer nicht-Peptidbin- 
dung aufgebaut ist - gewahrleisten, daB die pharmazeutisch und/oder diagno- 
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stisch wirksame Substanz oder ein entsprechend aktives Derivat am Wirkort 
extrazellular und/oder intrazellular gespaiten wird und die Substanz seine phar- 
mazeutische und/oder diagnostische Wirkung entfalten kann. 

5 GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist die pharmazeutisch aktive Sub- 
stanz ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, ein Antirheumati- 
kum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein Analgetikum, ein Virostatikum 
oder ein Antimyotikum. Besonders geeignete Zytostatika der Konjugate der 
vorliegenden Erfindung sind die IM-Nitrosoharnstoffe wie Nimustin, die Anthra- 

10 zykline Doxorubicin, Daunorubicin, Epirubicin, Idarubicin, Mitoxantron und 
Ametantron sowie verwandte Derivate, die Alkylantien Chlorambucil, Bendamu- 
stin, Melphalan und Oxazaphosphorine sowie verwandte Derivate, die Antimeta- 
bolite, beispielsweise Purin- oder FVrimidinantagonisten und Folsaureantago- 
nisten wie Meltiotrexat, 5-Fluorouracil, 5 '-Desoxy-5-fluorouridin und Thioguanin 

1 5 sowie verwandte Derivate, die Taxane Paclitaxe! und Docetaxel sowie verwandte 
Derivate, die Camptothecine Topotecan, Irinotecan, 9-Aminocamptothecin und 
Camptothecin sowie verwandte Derivate, die Podophyllotoxinderivate Etoposid, 
Teniposid und Mitopodozid sowie verwandte Derivate, die Vinca-Alkaloide 
Vinblastin, Vincristin, Vindesin und Vinorelbin sowie verwandte Derivate, Cali- 

20 cheamicine, Maytansinoide und c/s-konfigurierte Platin(ll)-Komplexverbindungen 
der allgemeinen Formeln i bis XII: 




30 

Formel I Formel II Formel III 
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Found IV RxmdV 

O O 



»* o-c V- o-c 

o o 



FormdVl RxmetVB 

O O 



FofmeltX 



X 



C-OC-C 




FormeDQl 

O 



wobei X das Spacermolekul oder die thiolbindende Gruppe ist. 

Besonders geeignete Zytokine in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind 
beispielsweise Interleukin 2, Interferon a-2a, Interferon ff-2b. Interferon £-1a. 
Interferon /Mb, Interferon y-1b und verwandte Derivate. Die verwendeten 
Zytokine sind i.d.R. gentechnisch hergestellte Arzneimittel. 

Besonders geeignete Immunsuppresiva in Konjugaten der vorliegenden Erfindung 
sind beispielsweise Cyclosporin A f FK 506 und verwandte Derivate. 



Besonders geeignete Antirheumatika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung 
sind beispielsweise Methotrexat, Sulfasalazin, Chloroquin und verwandte Deri- 
vate. 
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Besonders geeigoete Antiphlogistika und/oder Analgetika in Konjugaten der 
vorliegenden Erfindung sind beispielsweise Salicylsaurederivate, wie etwa 
Acetylsalicylsaure und verwandte Derivate, Pharmaka-Derivate, die eine Essig- 
oder Propionsauregruppe aufweisen, wie etwa Diclofenac bzw. Indometacin oder 
Ibuprofen bzw. Naproxen, und Aminophenolderivate, wie etwa Paracetamol. 

Besonders geeignete Antirnyotika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind 
beispielsweise Amphotericin B und verwandte Derivate. 

Bevorzugte Virostatika in Konjugaten der vorliegenden Erfindung sind beispiels- 
weise Nukleosidanaloga, wie Aciclovir, Ganciclovir, Idoxuridin, Ribavirin, Vi- 
daribin, Zidovudin, Didanosin und 2\3'-Didesoxycytidin (ddC) und verwandte 
Derivate sowie Amantadin. 

Bevorzugte Antibiotika im erfindungsgemaBen Konjugat sind Sulfonamide, 
beispielsweise Sulanilamid, Sulfacarbamid und Sulfametoxydiazin und verwandte 
Derivate, Penicelline, beispielsweise 6-Aminopenicillansaure, Penicellin G sowie 
Penicellin V und verwandte Derivate, Isoxazoylpenicelline, wie Oxacillin, Cloxa- 
cillin und Flucloxacillin sowie verwandte Derivate, or-substituierte Benzylpenicelli- 
ne, wie Ampicillin, Carbenicillin, Pivampicillin, Amoxicillin und verwandte Deri- 
vate, Acylaminopenicelline, beispielsweise Mezlocillin, Azlocillin, Piperacillin, 
Apalicillin und verwandte Derviate, Amidinopenicilline, beispielsweise Mecillinam, 
atypische /?-Lactame, wie Imipenam und Aztreonam, Cephalosporine, beispiels- 
weise Cefalexin, Cefradin, Cefaclor, Cefadroxil, Cefixim, Cefpodoxim, Cefazolin, 
Cefazedon, Cefuroxim, Cefamandol, Cefotiam, Cefoxitin, Cefotetan, Cefmetazol, 
Latamoxef, Cefotaxim, Ceftriaxon, Ceftizoxim, Cefmonoxim, Ceftazidim, Cefsu- 
lodin und Cefoperazon so wie verwandte Derivate, Tetracycline, wie Tetracyclic 
Chlortetracyclin, Oxytetracyclin, Demeclocyclin, Rolitetracyclin, Doxycyclin, 
Minocyclin und verwandte Derivate, Chloramphenicole, wie Chlor-amphenicol 
und Thiamphenicol sowie verwandte Derivate, Gyrasehemmstoffe, beispiels- 
weise Nalixidinsaure, Pipemidsaure, Norfloxacin, Ofloxacin, Ciprofloxacin und 
Enoxacin sowie verwandte Derivate, und Tuber kulosemittel, wie Iso-niazid und 
verwandte Derivate. 
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Selbstverstandlich kann im erfindungsgemaBen Konjugat pro Mol eine einzelne 
Pharmakonspezies (beispielsweise ein Pharmakon mit einem Zytostatikum als 
pharmazeutisch aktiver Substanz) Oder unterschiedliche Pharmakonspezies 
(beispielsweise mehrere unterschiedliche Zytostatika oder ein Zytostatikum und 
ein Antiphlogistikum usw. als pharmazeutisch aktive Substanz) gebunden vorlie- 
gen. 

GemaB einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaRen 
Konjugats umfaBt das Spacermolekul einen substituierten oder unsubstituierten, 
verzweigt- oder unverzweigtkettigen aliphatischen Alkylrest mit 1 bis 1 2 Kohlen- 
stoffatomen und/oder mindestens einen substituierten oder unsubstituierten 
Arylrest und/oder einen aliphatischen Kohlenstoffring mit 3 bis 1 2 Kohlenstoff- 
atomen. Der aliphatische Alkylrest enthalt vorzugsweise 1 bis 20 Kohlenstoff- 
atome, die teilweise durch Sauerstoffatome ersetzt sein konnen, urn beispiels- 
weise die Wasserloslichkeit zu erhohen, wobei sich solche Reste vorzugsweise 
von einer Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidkette ableiten. Besonders ge- 
eignete Reste, die von Oligoethylenoxid- oder -propylenoxidketten abgeleitet 
sind, umfassen beispielsweise Di-ethylenglycol-, Triethylenglycol- und Dipropy- 
lenglycolketten. Ein bevorzugter Arylrest ist ein unsubstituierter oder substituier- 
ter Phenylrest, bei welchem ebenfalls ein oder mehrere Kohlenstoffatome durch 
Heteroatome ersetzt sein konnen. Bevorzugte Substituenten des aliphatischen 
Alkylrests bzw. des Arylrests sind hydrophile Gruppen, wie Sulfonsaure-, Amino- 
alkyl- und Hydroxygruppen. 

Bevorzugte diagnostisch wirksame Substanzen des erfindungsgemaBen Konju- 
gats enthalten beispielsweise ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere 
Radionuklide umfassende, vorzugsweise solche Radionuklide komplexierende 
Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, ein oder mehrere NMR-Kontrast- 
mittel, eine oder mehrere fluoreszierende Verbindung(en) oder ein oder mehrere 
Kontrastmittel im nahen IR-Bereich. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Konju- 
gats umfaBt die thiolbindende Gruppe eine Maleinimidgruppe, eine Halogenaceta- 
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midgruppe, eine Halogenacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine Vinyl- 
carbonylgruppe, eine Aziridingruppe, eine Disulfidgruppe oder eine Acetylen- 
gruppe, die gegebenenfalls substituiert sind. 



5 Das Pharmakon oder Pharmakaderivat der erfindungsgemaBen Konjugate kann 
je nach der vorliegenden funktionellen Gruppe gemafc einer der folgenden all- 
gemeinen Beschreibungen hergestellt werden. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
10 HOOC-Gruppe besitzen, konnen beispielsweise folgenderma&en derivatisiert 
werden: 



AS — cooh + HQ- [ SM HTG 



AS — c— o— SM 



TG 



15 



Die Veresterung erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 

20 Es ist weiterhin moglich, die HOOC-Gruppe in eine Hydrazidgruppe zu uberfuh- 
ren, z.B. durch Umsetzen mit tert.-Alkylcarbazaten und anschlieSende Spaltung 
mit Sauren (beschrieben in DE-A-196 36 889), und das eine Hydrazidgruppe 
aufweisende Pharmakon mit einer eine Carbonylkomponente enthaltenden 
Gruppe, bestehend aus der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul, 

25 umzusetzen, wie u.a. in DE-A-196 36 889 beschrieben ist: 



AS] — -C — NH — NH2 + R — C — f SM Krcl— [A^C-NH-NzrcH^iJ^ 



30 



R = H, Alkyl t Phenyl, substituiertes Phenyl 



Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
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H 2 N-Gruppe besitzen, konnen beispielsweise folgendermaBen derivatisiert wer- 
den: 



| AS|— NH, + r— c£sOM] — fASl— N=C^JO{TC 



R = H t Alkyl, Phenyl, substituiertes Phenyl 

Die Reaktion zu den Iminderivaten erfolgt dabei durch im Stand der Technik 
bekannte Verfahren. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
HO-Gruppe besitzen, konnen beispielsweise folgendermaBen derivatisiert wer- 
den: 

o o 

| AS | — oh + HQ— c- fWTfTGl ^ |AS}-0-c H SM KtcI 



Die Veresterung erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
Carbonylkomponente besitzen, konnen beispielsweise folgendermaBen deri- 
vatisiert werden: 



z 
I 



AS 



I u . , , 

-C=N — NH-C — | SM HTG 1 



AS] — cro + H,N-NH-C- f SM HTG | ^=^ 

^ o I o 

1 AS|— c=Q + H,N-NH-S- ^M"1-|TG \ =S= [_ASj~c:=N~NH-s — I SM KTGI 

o ( o 

z 

I AS[ — cro + H^NH-- rSMn - | TG | - 



AS 



— c=N-NH — I SM MTgI 



AS 



— C-0 + H^N — | SM HfTGl ^= Qas]—C3i:n — | SM \JTG~\ 



Z = chemische Gruppe der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz 
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Die Umsetzung zu den Carboxyhydrazon-, Sulfonylhydrazon-, Hydrazon- bzw. 
Iminderivaten erfolgt dabei durch im Stand der Technik bekannte Verfahren. 

Es ist weiterhin moglich, eine HO-Gruppe oder eine NH 2 -Gruppe einer pharma- 
zeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz in eine Carbonylkomponente zu 
uberfuhren, beispielsweise duch eine Veresterung bzw. Amidbildung mit einer 
Carbonsaue-tragenden Carbonylkomponente gemaB den folgenden allgemeinen 
Reaktionsschemata, 



| AS | — OH + HO — c — R — cf 

R, 

[asV-nh 2 +ho-§— R-c 7 =?= |"as>nh~c-r^ 

wobei R eine aliphatische Kohlenstoffkette und/oder ein aiiphatischer Kohlen- 
stoffring und/oder ein Aromat und R, = H, AIkyI f eine unsubstituierte Phenyl- 
gruppe oder ein substituierter Phenylrest ist. R besteht vorzugsweise aus 1 bis 
12 Kohlenstoffatomen, die gegebenenfalls substituiert, beispielsweise durch 
hydrophile Gruppen wie Sulfonsaure-, AminoalkyI- oder Hydroxygruppen, sein 
konnen. Der Aromat ist vorzugsweise ein Benzolring, der gegebenenfalls sub- 
stituiert sein kann. Bevorzugte Substituenten sind beispielsweise die vorstehend 
genannten hydrophilen Gruppen. 

Die Carbonylkomponente kann des weiteren durch andere chemische Reaktionen 
eingefuhrt werden, beispielsweise durch eine elektrophile Substitution an der 
HO- oder NH 2 -Gruppe des Wirkstoffs mit einer geeigneten Carbonylkomponente. 

Die derart derivatisierten Pharmaka, die nunmer eine Carbonylkomponente 
aufweisen f werden analog zu den vorstehend beschriebenen Verfahren mit den 
Tragermolekul-bindenden Spacermolekulen, die eine Amino-, Hydrazid- oder 
Hydrazingruppe aufweisen, zu den entsprechenden Carboxylhydrazon-, Sulfonyl- 
hydrazon-, Hydrazon- bzw. Iminderivaten umgesetzt. Die Spaltung dieser saure- 
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labilen Bindungen fuhrt demnach zu einer Freisetzung der derivatisierten pharma- 
zeutisch und/oder diagnostisch aktiven Substanz, die eine Carbonylkomponente 
aufweist. 

Die Gruppen, die aus der thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul beste- 
hen, konnen beispielsweise gemaB Verfahren, die u.a. in DE-A-196 36 889, U. 
Beyer et al., 1997 (Chemical Monthly, 128, 91, 1997), R.S. Greenfield et a)., 
1990 (Cancer Res., 50, 6600, 1990), T. Kaneko et al., 1991 (Bioconjugate 
Chem., 2, 133, 1991), Bioconjugate Techniques (G.T. Hermanson, Academic 
Press, 1996) oder im US-Patent 4,251,445 beschrieben sind, hergestellt wer- 
den. 

Pharmaka oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die eine 
Peptidbindung enthalten, konnen beispielsweise dadurch hergestellt werden, daB 
ein Peptid, das aus 2 bis etwa 30 Aminosauren besteht, mit einer thiolbindenden 
Verbindung umgesetzt wird, so daB eine thiolbindende Gruppe direkt oder uber 
ein Spacermolekul am N-terminalen Ende des Peptids eingefiihrt wird. Die 
Synthese von solchen Tragermolekul-bindenden Peptidderivaten erfolgtvorzugs- 
weise durch eine einem Fachmann bekannte Festphasensynthese, wobei im 
letzten Schritt des Peptidaufbaus ein Carbonsaure-tragendes, Tragermolekul- 
bindendes Spacermolekul, z.B. eine Maleinimidcarbonsaure, durch Peptidkopp- 
lung an das N-terminale Ende der Peptids gebunden und das Tragermolekul- 
bindende Peptid anschlieBend von der Festphase abgespalten wird. 

Die so erhaltenen Peptidderivate konnen mit Pharmaka oder Pharmakaderivaten, 
die eine H 2 N- oder HO-Gruppe besitzen, in der Gegenwart eines Kondensations- 
mittels, wie zum Beispiel N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) oder N- 
Cyclohexyl-N'-(2-morpholinoethyl)-carbodiimid-metho-p-toluol-sulfonat (CMC) 
oder (Benzotriazol-l-yloxy)-trispyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat 
(pyBOP) oder Benzotriazol-N^N^'^'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat, 
und gegebenenfalls unter Zusatz von N-Hydroxysuccinimid oder eines wasserlos- 
lichen N-Hydroxysuccinimids, wie etwa des Natriumsalzes der N-Hydroxysuccini- 
mid-3-sulfonsaure, oder 1-Hydroxybenzotriazol und/oder in Gegenwart einer 



WO 00/76550 



PCT/EP00/05254 



15 

Base, beispielsweise N-Methylmorpholin oder Triethylamin, zu den entsprechen- 
den thiolbindenden Pharmaka-Peptidderiyaten umgesetzt werden: 



| AS [ — nh 2 + HOQC^Pegtjdj H SM HtgI =^ [_AS^-nh~c — [ Peptid j -CsfiQ ^TCTl 



10 



15 



| AS | — nh^ + hooc -|?eptid KSD \ AS| — nh-c — | Peptid \ - \TG \ 

o ^ 

| AS [— OH + hooc - I Peptid K~^TT ^TGl = | AS| — o— c |£eptidj 4"^M~~M TG | 



| AS [ —oh + hooc - I Peptid K M] = \ AS[— o — c — [ Peptid KTC 



Es ist weiterhin moglich, uber die HOOC-Gruppe der Pharmaka der erfindungs- 
gemaBen Konjugate eine H 2 N- oder HO-Gruppe einzufuhren, beispielsweise durch 

20 Derivatisierung uber die a-Aminogruppe der Aminosauren Lysin, Serin oder 
Threonin oder mit einer Diaminoverbindung der allgemeinen Formel 
H 2 N — (CH 2 ) n — NH 2 oder einem Alkoholamin der allgemeinen Formel 
H 2 N— (CH 2 ) n — OH mit n = 1 bis 12, und diese Derivate im AnschluB mit den 
oben genannten Peptidderivaten zu den entsprechenden thiolbindenden Pharma- 

25 ka-Peptidderivaten umzusetzen: 
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AS \ ~ C— NH—(CH 2 ) n -NH 2 + HOo HPepfrflH SM K W] 
oder-OH 

O O 

| AS j — C — NH — (Chy n — NH— C— fPeptidj"L_SM_ KtcI 
oder-O- 



| AS | — C — NH — (CHJn-NHj + HOOC-[Pegtjdj H TG \ 
oder-OH 



10 



O O 
~As] — C— NH — (CHj,, — NH— C— ^Pe^SdJ-fTO] 
oder-O- 



15 



AS | — C— NH— IaI — NH 2 + HTOc HPepticTH SM f^TG 
odef -OH 



AS 



O O 
ii 



— nhHQ— nh-c— (PeptjdJ H SM Hrcl 
oder-O- 



20 



^AS]«-C— nh-Q— WH 2 + Hooc- |PeptidK jgJ 
oder-OH 



O O 

js|— C~ nh-IaT— nh-c— fPepUpn - fTCl 
oder-O- 



A = Lysin, Serin oderThreonin 



Die Substratspezifttat von Targetenzymen, wie etwa von MMP 2, MMP 3, MMP 
9, Cathepsin B und H, ist bekannt (Netzel-Arnett et al. (1 993), Biochemistry 32, 
6427-6432, Shuja, S., Sheahan, K., Murname, M.J. (1991) , int.J. Cancer 49, 
341-346, Lah, T.T., Kos, J. (1998), Biol. Chem. 379, 125-130). 

Beispielsweise sind Octapeptide (P 4 - P' 4 ) fur MMP 2 und MMP 9 (siehe Tabelle 
1) identiftziert worden, welche die Spaltsequenz der Kollagenkette simulieren, 
und besonders effizient von MMP 2 und 9 gespalten werden (Aminosauren sind 
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im folgenden entsprechend dem internationalen Dreibuchstabencode abgekiirzt): 
Tabellel: 

Peptid 

P 4 P 3 P 2 ?! P^l *\ P '3 P~4 

Gly-Pro-Leu-Gly— Ile-Ala-Gly-Gln 
Gly-Pro-Gln-Gly— Ile-Trp-Gly-Gln 

(Netzel-Arnett et a!.. Biochemistry 32, 1993, 6427-6432) 

Die Peptide werden ausschlieBlich an der P, - P^-Bindung enzymatisch gespal- 
ten. 

Desweiteren sind bei Cathepsin B substratspezifische Peptide bekannt mit der 
Sequenz -Gly-Phe-Leu-Gly-, -Gly-Phe-Ala-Leu-, -Ala-Leu-Ala-Leu-, -Arg-Arg-oder 
-Phe-Lys- (Werle, B w Ebert, E. # Klein, W., Spiess, E. (1995), Biol. Chem. Hoppe- 
Seyler 376, 157-164; Ulricht, B., Spiess, E., Schwartz-Albiez, R., Ebert, W. 
(1995), BioL Chem. Hoppe-Seyler 376, 404-414). 

Die Peptidsequenz, welche die fur das Targetenzym relevante Peptidsollbruch- 
stelle enthalt, kann auch so aufgebaut sein, daS die Peptidsollbruchstelle mehr- 
fach wiederholt wird, wie beispielsweise durch: 

-Gly-Pro-Leu-Gly-IIe-Ala-Gly-Gln-Gly-Pro-Leu-Gly-lle-Ala-Gly-GIn 

oder 

-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys-Phe-Lys- 

oder es kann eine repetitive Peptidsequenz integriert werden, die den Abstand 
zwischen der thiolbindenden Gruppe und der relevanten Peptidsollbruchstelle 
vergrofSert, wie beispielsweise durch: 
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mit vorzugsweise n = 2 bis 20, mehr bevorzugt n < 12. 

5 Ein wichtiges Merkmal dieser Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Konju- 
gats ist die Tatsache, daB die fur das jeweilige Targetenzym relevante Peptidsoli- 
bruchstelle mindestens einmal in einem Oligopeptid, bestehend aus etwa 1 bis 
30 Aminosauren, vorkommt. Die oben aufgefuhrten Oligopeptide sind represen- 
tative Beispiele fur die enzymatisch spaltbare Bindung in den erfindungsgemaBen 
10 Konjugaten und schranken die Erfindung nicht ein. 

Pharmaka Oder Pharmakaderivate der erfindungsgemaBen Konjugate, die ein 
Zytokin enthalten, konnen beispielsweise dadurch hergestellt werden, daB das 
Zytokin mit einem eine thiolbindende Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das 
15 eine Carbonsaure oder eine aktivierte Carbonsaure aufweist, umgesetzt wird: 




25 

Weist das Spacermolekul eine N-Hydroxysuccinimidester-Gruppe (N-Hydrox- 
ysuccinimid oder N-Hydroxysuccinimid-3-sulfonsaure, Natriumsalz) auf, wird es 
direkt mit dem Zytokin umgesetzt. Die Umsetzung des Zytokins mit einem eine 
thiolbindende Gruppe enthaltenen Spacermolekul, das eine Carbonsaure auf- 
30 weist, erfolgt in der Gegenwart eines Kondensationsmittels, wie zum Beispiel 
N,N '-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)oderN-Cyclohexyl-N , -(2-morpholinoethyl)- 
carbodiimid-metho-p-toluolsulfonat (CMC), und gegebenenfalls unter Zusatz von 
N-Hydroxysuccinimid oder dem Natriumsalz der N-Hydroxysuccinimid-3-sulfon- 
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saure, zu den entsprechenden thiolbindenden Zytokinderivaten. Die Aufreinigung 
der so derivatisierten Zytokine erfolgt in der Regel mit Hilfe der AusschluB- 
chromatographie. Die oben beschriebenen Umsetzungen sind einem Fachmann 
gelaufig (siehez.B. Bioconjugate Techniques, G.T. Hermanson, Academic Press, 
5 1996). 

Die oben beschriebenen Pharmaka oder Pharmakaderivate werden an einen 
Trager, enthaltend eine Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren Cystein- 
Resten wie beispielsweise natives oder rekombinantes Albumin, gekoppelt, so 

10 daB im erfindungsgemaBen Konjugat pro Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol, 
vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Pharmakon uber die thiolbindende Gruppe an 
den Trager gebunden sind. Enthalt die Polypeptidsequenz des Tragers n (bei- 
spielsweise 3) Cystein-Reste, so bedeutet dies, daB 1 Mol dieses Tragers n 
(beispielsweise 3) Mol Cystein-Reste enthalt und daher pro Mol des entsprechen- 

15 den Konjugats maximal n (beispielsweise 3} Mol Pharmakon an den Trager 
gebunden vorliegen konnen. Im Idealfall sind im erfindungsgemaBen Konjugat 
daher 100% der im Trager vorhandenen Cystein-Reste uber die thiolbindende 
Gruppe mit einem Pharmakon verbunden. 

20 Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft somit ein 
Verfahren zur Herstellung eines wie oben definierten Konjugats, umfassend 
(i) Behandlung des Tragers mit einem Reduktionsmittel, so daB mehr als 
0,7 Mol, vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Cystein-SH-Gruppen pro 
Mol Cystein-Rest im Trager vorliegen und 
25 (ii) Kopplung des Pharmakons uber die thiolbindende Gruppe an die Cystein- 
SH-Gruppen im Trager. 

In einer bervorzugten Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist 
das zur Behandlung des Tragers verwendete Reduktionsmittel Dithiothreitol 
30 (DTT), Dithioerythritol (DTE) oder MercaptoethanoL Das besonders bevorzugte 
Reduktionsmittel ist DTT. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren beruht auf der Erkenntnis, daB die im Stand 
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der Technik bekannten Trager in einem inhomogenen Oxidationsstatus vorliegen. 
Beispielsweise lassen sich im Fall des im Handel erhaltlichen nativen Albumins in 
der Regel mit dem photometrischen Essay nach Ellmann « 0,2 bis 0,7 Mol HS- 
Gruppen pro Mol Cystein-Reste im Albumin nachweisen, d.h. das Cystein-34 ist 
haufig durch schwefelhaltige Verbindungen, wie etwa Cystein oder Glutathion, 
Qber eine Disulfidbindung oxidiert. Das bedeutet, daB die im Albumin vorhande- 
nen Cystein-SH-Gruppen zumindest haufig nicht frei vorliegen, was bisher dazu 
fuhrte, daB die Ausbeute an hergestellten Konjugaten zu gering und/oder stark 
schwankend von Albumin- zu Albumincharge war. 



ErfindungsgernaB wurde festgestellt, daB im Handel erhaltliche Trager mit einem 
Reduktionsmittel behandelt werden konnen, wobei die durch Disulfidbindungen 
oxidierten Cysteingruppen reduziert werden, so daB mehr als 0,7 Mol Cystein- 
SH-Gruppen pro Mol Cystein-Reste im Trager vorliegen. Die Reaktion wird 
15 vorzugsweise so gesteuert, daB mindestens 0,9 Mol Cystein-SH-Gruppen pro 
Mol Cystein-Rest im Trager verfugbar werden. 

Die Umsetzung des Reduktionsmittels mit einem im Handel erhaltlichen Trager, 
z.B. Albumin, erfolgt beispielsweise in einem Salzpuffer, z.B. in 0,01 M Natrium- 
20 borat, 0,15 M NaCI, 0,001 M EDTA oder 0,15 M NaCI, 0,004 M Phosphat in 
einem pH-Bereich von 5,0 bis 8,0, vorzugweise von 6,0 bis 7,0, Das Reduk- 
tionsmittel kann im OberschuB eingesetzt werden, vorzugsweise ist das Verhalt- 
nis von Reduktionsmittel zu Trager zwischen 0,5:1 und 10:1. Die Reaktionszeit 
betragt zwischen 1 h und 96 h, vorzugsweise zwischen 6 h und 24 h. 

25 

Der mit dem Reduktionsmittel behandelte Trager wird z.B. durch Gelfiltration 
(beispielsweise Sephadex® G10 oder G25, Laufmittel: 0,004 M Phosphat, 0,15 
M NaCI - pH 7,4) oder durch Ultrafiltration isoliert. 

30 Die Konzentration an Trager nach erfolgter Gelfiltration wird durch den Extink- 
tionskoeffizienten bei 280 nm, die Anzahl der eingefuhrten HS-Gruppen wird mit 
Ellmann 's Reagenz bei 412 nm bestimmt. Die so isolierte Tragerlosung kann 
direkt fur die Synthese der Konjugate eingesetzt werden. Es ist auch moglich, 
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die Tragerlosung mit einem handelsublichen Kori2entrator aufzukonzentrieren 
oder zu lyophilisieren. Die isolierte Tragerlosung oder das Lyophilisat kann im 
Temperaturbereich von -78 bis +30 °C gelagert werden. 

5 Die Kopplung der oben beschriebenen Pharmakaderivate an den Trager erfolgt 
beispielsweise bei Raumtemperatur. Dabei wird zu dem Trager, der sich in einem 
Salzpuffer (beispielsweise 0,15 M NaCI - pH 6,0 bis 8,0), der eventuell vorher 
entgast wurde, befindet, ein etwa 1,1- bis 10-facher UberschuB des wie oben 
beschrieben hergestellten Pharmakons (bezogen auf die Anzahl der vorhandenen 

10 HS-Gruppen im Trager), gelost in einer minimalen Menge Losungsmittel, bei- 
spielsweise DMF, Dimethylsulfoxid, Wasser, Salzpuffer, Ethanol, Methanol, 
Propylenglykol, Glycerin, Acetonitril oder THF (etwa 1 bis 10% des Volumens 
der Tragerprobe), gegeben. Es ist auch moglich, das Pharmakon als Festsubstanz 
zur Tragerlosung zu geben. Desweiteren kann es vorteilhaft sein, vor der Kopp- 

1 5 lung einen Hilf sstoff , wie etwa eine Fettsaure oder ein Tryptophonatderivat, zur 
Tragerlosung zu geben. Nach einer Reaktionszeit zwischen 5 min und 48 h wird 
die Losung, falls erforderlich, zentrifugiert, und das gebildeteTrager-Pharmakon- 
Konjugat wird durch anschlielSende Gelfiltration (beispielsweise Sephadex® G10 
oder G25) in einem Salzpuffer, wie etwa 0,004 M Phosphat, 0,15 M NaCI - pH 

20 6,0 bis 8,0, isoliert. 

Die Reinheit des entstandenen Konjugats kann beispielsweise durch HPLC, z.B. 
durch AuBschluBchromatographie, uberpruft werden. Im Gegensatz zu herkomm- 
lichen Konjugaten weisen die gernad einer bevorzugten Ausfuhrungsform des 
25 erfindungsgemaBen Verf ahren hergestellten Konjugate eine Reinheit von mehr als 
95% auf. 

Die Losung des so erhaltenen Konjugats kann mit einem handelsublichen Kon- 
zentrator aufkonzentriert werden. Die Konjugate konnen in geloster Form bei + 1 
30 bis + 30 °C oder in gefrorener Form bei T = 0 °C bis -78 °C gelagert werden. 
Desweiteren ist es moglich, die Losung der Konjugate zu lyophilisieren und das 
Lyophilisat bei +30° bis -78 °C zu lagern. 
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Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung betr/fft ein Arznei- 
mittel, enthaltend ein wie oben definiertes Konjugat, und gegebenenfalls einen 
pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder Hilfsstoff und/oder ein Verdiin- 
nungsmittel. Das erfindungsgemaBe Arzneimittel kann bevorzugt zur Behandlung 
von Krebskrankheiten^Autoimmunerkrankungen^kuten oder chronisch-entzund- 
lichen Erkrankungen und Erkrankungen, die durch Viren oder Mikroorganismen 
wie beispielsweise Bakterien und/oder Pilze verursacht sind, verwendet werden. 

Noch eine weitere Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung betrifft einen 
diagnostischen Kit, enthaltend ein wie oben definiertes Konjugat. Der erf indungs- 
gemaBe diagnostische Kit kann bevorzugt zum Nachweis der wie vorstehend 
definierten Erkrankungen und/oder zum Nachweis von Molekulen des Tragers 
und/oder deren Verteilung im Korper verwendet werden. 

Die Figuren zeigen: 

Fig, 1 (A) ist ein HPLC-Chromatogramm eines erfindungsgemaBen Konjugats 
(A-DOXO-HYD-C). Es ist die Absorption bei 495 nm gegen die Reten- 
tionszeit in min aufgetragen. (B) ist das entsprechende HPLC-Chromato- 
gramm von im Handel erhaltlichem nativem Albumin (Immuno GmbH). 

Fig. 2 zeigt HPLC-Chromatogramme (AusschluBchromatographie-Saule Biosil 
250 SEC der Fa. Biorad) eines erfindungsgemaden Konjugats (HSA- 
Cys 34 ^), welches durch die Matrixmetalloprotease MMP 9 spaltbar ist. 
Es ist jeweils die Absorption bei 495 nm gegen die Retentionszeit in min 
aufgetragen. (A) Chromatogramm des Konjugats HSA-Cys 34 -2 vor der 
Inkubation mit MMP 9 (t = 0). (B) Chromatogramm des Konjugats HSA- 
Cys 34 -2 nach der Inkubation mit MMP 9 fur 30 min (t=30 min). 

Fig, 3 zeigt die graphische Darstellung der Gewichte und Volumen von Nieren 
und Nierentumoren (A) sowie der Gewichte von Lungen und die Anzahl 
der Lungenmetastasen (B) von Mausen, bei denen ein Nierenkarzinom 
erzeugt wurde, und die den angebenen Behandlungen ausgesetzt wur- 
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den (Kontrolle: keine Behandlung; Albumin-Kontrolle: natives Albumin; 
Doxo: Doxorubicin; A-DOXO-HYD-C: erfindungsgemaBes Konjugat). Zum 
Vergleich sind auch die Daten fur Mause, denen keine Tumorzellen 
injiziert wurden, abgebildet (kein Tumor). 

Das folgende Beispiel erlautert die vorliegende Erfindung naher, ohne sie ein- 
zuschranken. 

BEISPIEL 

Umsetzung von humanem Serumalbumin (HSA) mit Dithiothreitol (DTT) 

Das Verfahren fur die Behandlung von HSA mit einem Reduktionsmittel wird 

durch folgendes Beispiel genauer dargestellt: 2,0 g humanes Serumalbumin (10 

ml einer 20%igen HSA-Losung, Pharma Dessau) wird mit 10 ml Puffer A (0,004 

M Natriumphosphat, 0,15 M NaCI - pH 7,0) verdunnt und mit 1 00 //I einer frisch 

hergestellten 0,036 x 10" 2 M DTT-L6sung (5,55 mg DTT gelost in 100 fj\ Puffer 

A) versetzt und das Reaktionsgefali sanft unter Luftausschluss wahrend 1 6 h bei 

Raumptemperatur geschuttelt. AnschlieBend wird die Albuminlosung durch 

Gelfiltration (Saule 5,0 cm x 25,0 cm, Sephadex® G.25; Laufpuffer 0,004 M 

Natriumphosphat, 0,15 M NaCI - pH 7,4) aufgereinigt. Die Proteinkonzentration 

nach erfolgter Gelfiltration wurde photometrisch bei 280 nm (<r{HSA) 2 80 = 35 

700 M" 1 cm" 1 - c[HSA] « 3,1 x 10* 4 M) und die Anzahl der eingefuhrten HS- 

1 1 

Gruppen mit Ellmanns Reagenz bei 41 2 nm (e 41 2 = 1 3 600 M" cm" - c[HS- 
Gruppen] « 3,07 x 10" 4 M) bestimmt. Daher liegen im so behandelten HSA 
0,99 Mol freie Cystein-SH-Gruppen pro Mol Cystein-Rest vor. Das behandelte 
HSA wurde auf etwa 1 ,0 x 10" 3 M eingeengt (Centriprep-1 0") und direkt fur die 
unten aufgefiihrte Kopplungsreaktion mit einem thiolbindenden Pharmakon der 
vorliegenden Erfindung verwendet. 

Herstellung des erfindungsgemaBen Konjugats A-DOXO-HYD-C 



Das HSA-Doxorubicin-Konjugat (A-DOXO-HYD-C), bestehend aus gemaB obigem 
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Beispiel mit DTT behandeltem HSA und einem Maleinimidophenylessigsaure- 
hydrazon-Derivat von Doxorubicin (DOXO-HYD), wurde weiterhin folgendermas- 
sen hergestellt. 



5 Struktur von DOXO-HYD: 



10 




H3CO O HO I 

HO] f 

NHj HCI 

15 

12 ml der mit DTT behandelten HSA-Probe (Sulfhydrylgehalt von 0,99 Mol pro 

Mol HSA) wurden mit 0,6 ml einer Ldsung von DOXO-HYD (Mr 807,8) in DMF 

(12,5 mg gelost in 0,6 ml DMF) versetzt und die Reaktionslosung wahrend 18 

h sanft geschuttelt. Das entstandene HSA-Doxorubicin-Konjugat wurde uber eine 

20 Sephadex® G-25F Saule (Saule 5,0 cm x 25 cm) isoliert (Retentionsvolumen: 85 

- 135 ml). Die Menge an gebundenem Doxorubicin wurde mit Hilfe des Extink- 

1 1 

tionskoeffizienten von Doxorubicin bei 495 nm (£495 = 10 650 M cm bei 
pH 7,4) bestimmt. Danach sind in diesem Beispiel pro Mol Cystein-Rest im HSA 
0,97 Mol Doxorubicin an das HSA gebunden. 
25 1 

Methoden- FPLC fur die Herstellung der Kon jugate: P-500 pump, LCC 501 
Controller (Pharmacia) und LKB 2151 UV-Monitor. Die Proteinkonzentration des 
Konjugats wurde photometrisch sowie mit dem BCA-Protein-Essay von Pierce 
(USA) bestimmt. 

30 

Die Reinheit des Konjugats A-DOXO-HYD-C wurde durch HPLC mit Hilfe einer 
analytischen Saule (Bio-Sil SEC 250, (300 mm x 7.8 mm) von Bio-RAD (mobile 
Phase: i.d.R. 0.15 M NaCI, 0.01 M NaH 2 P0 4 , 5% CH3CN - pH 7.0) bei A = 
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495 nm gepruft. Die HPLC-Chromatogramme fur A-DOXO-HYD-C und von im 
Handel erhaltlichem nativem Albumin (Immuno GmbH) sind in der Fig. 1A (A- 
DOXO-HYD-C) und der Fig. 1B (natives Albumin) abgebildet. Es ist deutlich zu 
erkennen, daS A-DOXO-HYD-C eine dem im Handel erhaltlichen nativen Albumin 
5 vergleichbare, hervorragende Reinheit aufweist. 



Struktur von A-DOXO-HYD-C: 




Herstellung eines erfindungsgemaBen Konjugats, bestehend aus mit DTT be- 
handeltem HSA und einem durch MMP 9 spaltbaren Doxorubicin-Maleinimid- 
20 Peptid-Derivat 



Das Doxorubicin-Maleinimid-Peptid-Derivat (2) wurde gemaU folgender Re- 
aktionsgleichung hergestellt. 
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HO 

O HO H 2 C *c' 5 ' 0 



H 3 CO O HO ( 
O 



DQXO| = H( ^S)' 

NH 




DOXQ | -c-Gln-Gly-Ala-lle — Gly-Leu-Pro-Gty -nh-c-ch 2 " N ' 





NH 2 HCI 



Dabei wurde das mit Maleinimidoglycin derivatisierte Octapeptid Gln-Gly-Ala-lle- 
Gly-Leu-Pro-Gly 1 (Mr 848, hergestellt durch Festphasensynthese durch Bachem 
AG, Schweiz) mit Doxorubicin gemaS dem folgenden Verfahren umgesetzt: 

Zu einer leicht truben Losung von 1 7,1 mg Doxorubicin in 3 mi DMF werden 25 
mg 1 {ais Trifluoracetatsalz), gelost in 500 jj\ DMF, 33,5 mg O-Benzotriazol- 
N^^'^'-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HPTU), gelost in 200 //I DMF, 
11,9 mg Hydroxybenzotriazolhydrat, gelost in 100 //I DMF, und 16,2 //I N- 
Methylmorpholin zugegeben und der Ansatz anschlieBend 1 8 h lang bei RT in der 
Dunkelheit geruhrt. DMF wurde unter Hochvakuum entfernt und der Feststoff in 
20 ml Methanol aufgenommen, filtriert und im Vakuum auf 1 ml eingeengt. Nach 
Aufreinigung iiber Kieselgel (Essigester/Methanol 2/1) wurden 5 mg 2 erhalten. 

3,0 ml einer mit DTT behandelten HSA-Probe (Sulfhydrylgehalt von 0,95 pro 
HSA-Molekul, Gehalt an HS-Gruppen ~ 1000//M) wurden mit einer Losung von 
2 (Mr 1374) in DMF (5,1 mg, gelost in 250 //I DMF) versetzt und die Reaktions- 
losung wahrend 30 min sanft geschuttelt. Das entstandene Albumin- 
Doxorubicin-Konjugat wurde uber eine Sephacryl® HR1O0-Saule (2,0 cm x 20 
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cm) isoliert. Auf diese Weise wurde das Albuminkonjugat (im folgenden mit 
HSA-Cys 34 -2 bezeichnet) der folgenden Struktur isoliert (Beladungsfaktor -0,9): 



10 



DOXO "C-Gln-Gly-Ala-!ie— Gly-Leu-Pro-GIy-NH-Q-^nj 
o 



S-Cys34- 




HSA = humanes Serumalbumin 



Die Peptidsequenz Gln-GIy-AIa-lle-GIy-Leu-Pro-GIy wird von der Matrixmetallo- 
protease MMP 9 erkannt und zwischen Isoleucin und Glycin gespalten. Dies 
wurde durch folgenden Versuch gezeigt: 200 //I einer 100//M Losung von HSA- 

15 Cys 34 -2 wurde mit Trypsin/Aprotinin-aktivierter MMP 9 (2 mU, erhalten von 
Calbiochem, Deutschland) 30 Minuten lang bei 37 °C inkubiert. Die Freisetzung 
von DOXO-Gln-GIy-Ala-lle aufgrund der Spaltung mit MMP 9 wurde durch HPLC- 
AusschluBchromatographie (Biosil 250 SEC Saule der Fa. Biorad, Detektion bei 
A = 495 nm) vor der Inkubation (t-0, vgl. Fig. 2A) und nach einer Inkubations- 

20 zeit mit aktivierter MMP 9 von 30 Minuten (t = 30, vgl. Fig. 2B) bestatigt. 

Biologische Untersuchungen 

Als Beispiel fur die in vivo Wirksamkeit der erfindungsgemalSen Konjugate 
25 werden die biologischen Daten der HSA-Doxorubicin-Konjugats A-DOXO-HYD-C 
aufgefuhrt. 

Im sogenannten RENCA (renal cell carcinoma)-Modell wurden Doxorubicin und 
das erfindungsgemaBe Konjugat A-DOXO-HXD-C hinsichtlich der antitumoralen 
30 Wirksamkeit bei annahernd aquitoxischer Dosis miteinander verglichen {in- 
travenose Therapie 10 Tage nach Injektion von etwa 1 Million Nierenkarzinom- 
zellen in die linke Niere). 
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Tiere: Balb/c- Mause, weiblich; Tumor: RENCA, renal cell carcinoma 
Therapie: Tag(d) 10, 14, 18, 21 intravenos (i.v.), Ende des Versuchs: d 25 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tabelle 2 zusammengefa&t. 



Tabelle 2 



Anzahl der Substanz Dosis Mortalitat Durchschnittliche 

Mause (mg/Kg/inj.) (d) Korpergewichts- 

abnahme (%) 
d 1 bis 25 



10 Kontrolle 2 - 14 

1 0 Albumin-Kontrolle 4x1 ,4 g 1 - 1 6 

10 Doxorubicin (Doxo) 4x6 mg/kg 1 - 21 

1 0 A-DOXO-H YD-C 4x 1 2 mg/kg O - 1 8 



Die Dosis bezieht sich auf die vorhandene Menge Doxorubicin. Die Dosierungen 
von Doxorubicin und A-DOXO-HYD-C sind annahernd aquitoxisch (siehe Kdrper- 
gewichtsabnahme in der Tabelle 2). 

Die Ergebnisse dieses Versuches sind desweiteren in der Fig. 3 hinsichtlich der 
Gewichte und Volumina der IMieren und Nierentumoren (Fig. 3A) sowie der 
Gewichte der Lungen und der Anzahl der Lungenmetastasen (Fig. 3B) graphisch 
dargestellt. A-DOXO-HYD-C zeigt eine sehr gute antitumorale Wirksamkeit und 
erzielt eine komplette Remission in alien Tieren. Makroskopisch sichtbare Lun- 
genmetastasen konnten nur in einem Tier beobachtet werden (Fig. 3B). Bei der 
mit Doxorubicin behandelten Gruppe wurden deutlich sichtbare Nierentumoren 
in alien Tieren beobachtet (Fig. 3A), d.h. bei der optimalen Dosis von Doxorubi- 
cin (Korpergewichtabnahme: -21 % (d 1 bis 25); 1 Tier verstorben) konnten 
demgegenuber keine kompletten Remissionen erzielt werden. We'rterhin betrug 
bei den mit freiem Doxorubicin behandelten Mausen die Anzahl der Lungenmeta- 
stasen im Durchschnitt etwa 100 Metastasen pro Maus (Fig. 3B). 
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Anspruche 

1. Trager-Pharmakon-Konjugat, umfassend einen Trager, enthaltend eine 
Polypeptidsequenz mit einem oder mehreren Cystein-Resten, und ein 
Pharmakon, enthaltend eine pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktive 
Substanz, ein Spacermolekul und eine thiolbindende Gruppe, wobei pro 
Mol Cystein-Rest mehr als 0,7 Mol Pharmakon uber die thiolbindende 
Gruppe an den Trager gebunden sind. 

2. Konjugat nach Anspruch 1 , wobei der Trager natives oder rekombinantes 
Albumin ist. 

3. Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Spacermolekul und/oder die 
Verknupfung zwischen der pharmazeutisch und/oder diagnostisch aktiven 
Substanz und dem Spacermolekul und/oder die Verknupfung zwischen der 
thiolbindenden Gruppe und dem Spacermolekul hydrolytisch und/oder pH- 
abhangig und/oder enzymatisch spaltbar ist. 

4. Konjugat nach Anspruch 3, wobei das Spacermolekul und/oder die Ver- 
knupfung mindestens eine Peptidbindung enthalt. 

5. Konjugat nach Anspruch 4 f wobei die Peptidbindung innerhalb einer 
Peptidsequenz vorliegt, welche mindestens eine Spaltsequenz einer Pro- 
tease enthalt. 

6. Konjugat nach einem der Anspruche 3 bis 5, wobei das Spacermolekul 
und/oder die Verknupfung mindestens eine saurelabile Bindung enthalt. 
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7. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die pharmazeutisch 
aktive Substanz ein Zytostatikum, ein Zytokin, ein Immunsuppressivum, 
ein Antirheumatikum, ein Antiphlogistikum, ein Antibiotikum, ein Analgeti- 
kum, ein Virostatikum oder ein Antimyotikum ist. 

8. Konjugat nach Anspruch 7, wobei das Zytostatikum aus der Gruppe der 
Anthrazykline, der N-Nitrosoharnstoffe, der Alkylantien, der Purin- oder 
Pyrimidinantagonisten, der Folsaureantagonisten, der Taxane, der Campto- 
thecine, der Podophyllotoxinderivate, der Vinca-Alkaloide, der Calicheami- 
cine, der Maytansinoide oder der c/s-konfigurierten Platin(ll)-Komplexe 
ausgewahlt ist. 

9. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei die diagnostisch 
wirksame Substanz ein oder mehrere Radionuklide, ein oder mehrere 
Radionuklide umfassende Liganden, ein oder mehrere Positronenstrahler, 
ein oder mehrere NMR-Kontrastmittel, eine oder mehrere fluoreszierende 
Verbindung(en) oder ein oder mehrere Kontrastmittel im nahen IR-Bereich 
enthalt. 

10. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei die thiolbindende 
Gruppe eine Maleinimidgruppe, eine Halogenacetamidgruppe, eine Halo- 
genacetatgruppe, eine Pyridyldithio-Gruppe, eine Vinylcarbonylgruppe, 
eine Aziridingruppe, eine Disulfidgruppe oder eine Acetylengruppe umfaGt, 
die gegebenenfalls substituiert sind. 

11. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei das Spacermolekul 
einen substituierten oder unsubstituierten, verzweigt- oder unverzweigt- 
kettigen aliphatischen Alkylrest mit 1 bis 1 2 Kohlenstoffatomen und/oder 
mindestens einen substituierten oder unsubstituierten Arylrest und/oder 
einen aliphatischen Kohlenstoffring mit 3 bis 12 Kohlenstoffatomen urn- 
faSt. 
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1 2. Verfahren zur Herstellung des Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 
1 1 , umf assend 

(i) Behandlung des Tragers mit einem Reduktionsmitte), so daB mehr als 
0,7 MoI f vorzugsweise mindestens 0,9 Mol, Cystein-SH-Gruppen pro 

5 Mol Cystein-Rest im Trager vorliegen und 

(ii) Kopplung des Pharmakons uber die thiolbindende Gruppe an die 
Cystein-SH-Gruppen im Trager. 



13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei das Reduktionsmittel Dithiothreitol, 
10 Dithioerythritol oder Mercaptoethanol ist. 

14, Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei das hergestellte Konjugat 
eine Reinheit von mehr als 95% aufweist. 

15 15. Arzneimittel, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 1 1 
und gegebenenfalls einen pharmazeutisch vertraglichen Trager und/oder 
einen Hilfsstoff und/oder ein Verdunnungsmittel. 



16, Arzneimittel nach Anspruch 15 zur Behandlung von Krebskrankheiten, 
20 Autoimmunkrankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankun- 

gen und Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen ver- 
ursacht werden. 



17. Diagnostischer Kit, enthaltend das Konjugat nach einem der Anspruche 1 
25 bis 1 1 . 

18. Kit nach Anspruch 17 zum Nachweis von Krebskrankheiten, Autoimmun- 
krankheiten, akuten oder chronisch-entzundlichen Erkrankungen und 
Erkrankungen, die durch Viren und/oder Mikroorganismen verursacht 

30 werden, und/oder von Molekulen des Tragers und/oder deren Verteilung 

im Korper. 
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Fig. 1A 
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Fig. 1B 
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Fig. 2A 

t = 0 min 




HSA-Cys 34 -2 



Fig. 2B 

t = 30 min 
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Fig. 3A 
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